
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2023, 58(6): 1663−1668

靶向 c-Met抗体偶联药物 (RC108) 在食蟹猴中PK生物分析方法学研究
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摘要: 抗体偶联药物 (antibody-drug conjugate, ADC) 有着低毒、高效的药物特点, 在癌症治疗中发挥着重要作

用。但是因其结构的复杂性, 带来药代动力学 (pharmacokinetic, PK) 生物分析的困难。本研究建立一种应用配基

结合分析法 (ligand-binding assay, LBA) 和液相色谱与串联质谱联用法 (liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, LC-MS/MS) 检测食蟹猴血浆中ADC (RC108) 的分析方法, 用于分析定量食蟹猴血浆中的总抗体、结

合抗体和游离药物。基于LBA法, 在 96孔板预包被 rabbit anti-RC108 Fab和mouse anti-MMAE mAb分别作为总抗

体和结合抗体的试剂, 加入待测样品, 随后依次加入检测试剂 goat anti-human IgG (H+L)-HRP和显色液四甲基联苯

胺 (tetramethylbenzidine, TMB), H2SO4终止反应后, 酶标仪 450 nm/630 nm 波长处读取数据; LC-MS/MS分析方法定

量单甲基澳瑞他汀E (MMAE) 浓度, 并参考相关法规进行方法学验证。对RC108药物定量总抗体、结合抗体和游离

药物的分析方法得到了良好的准确度和精密度, 并对选择性、稀释线性、钩状效应和稳定性等进行了验证, 均符合生

物分析的要求。最终通过 LBA 法和 LC-MS/MS法建立了一种兼具高灵敏与高通量的测定食蟹猴血浆中受试物

RC108浓度 (总抗体、结合抗体、游离MMAE) 的生物分析方法, 为后续非临床研究食蟹猴的PK研究提供技术支撑。
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The PK bioanalysis method study of c-Met antibody-drug conjugate 

(RC108) in cynomolgus monkey

ZHOU Hong-yu1, WANG Shu-juan2, LIU Zhi-hao2, MA Ke3, WANG Ling2, JIANG Jing1,2*

(1. Binzhou Medical University, Yantai 264003, China; 2. RemeGen Company Ltd., Yantai 265503, China; 

3. Junke Zhengyuan Pharmaceutical Research Company Ltd., Beijing 102206, China)

Abstract: Antibody-drug conjugate (ADC) has the characteristics of low toxicity and high efficiency, and 

plays an important role in cancer treatment. However, due to the complexity of its structure, it brings difficulties in 

pharmacokinetic (PK) bioanalysis. This study established an analytical method for the detection of ADC (RC108) in 

cynomolgus monkey plasma by ligand-binding assay (LBA) and liquid chromatography tandem mass spectrometry 

(LC-MS/MS), which was used to analyze and quantify the total antibody, bound antibody and free drug in cynomolgus 

monkey plasma. Based on the LBA method, rabbit anti-RC108 Fab and mouse anti-MMAE (monomethyl auristatin 

E) mAb were pre-coated in 96-well plates as the total antibody and antibody binding reagents, respectively. The 

samples to be tested were added, and then the detection reagents were added in turn. Goat anti-human IgG (H+L)-

HRP, chromogenic solution tetramethylbenzidine (TMB), H2SO4 terminate the reaction, read data at 450 nm/630 nm 

wavelength of microplate reader; LC-MS/MS analysis method quantifies MMAE concentration, and refer to relevant 

regulations for methodological validation. The analytical method for quantifying total antibody, bound antibody 
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and free drug of RC108 drug obtained good accuracy and precision, and the selectivity, dilution linearity, hook 

effect, parallelism and stability were verified. Meet the requirements of biological analysis. Finally, a bioanalytical 

method for the determination of the concentration of the test substance RC108 (total antibody, conjugated antibody, 

free MMAE) in cynomolgus monkey plasma with high sensitivity and high throughput was established by LBA 

and LC-MS/MS method. Subsequent non-clinical research on PK research in cynomolgus monkeys will provide 

technical support.

Key words: antibody-drug conjugate; ligand-binding assay; liquid chromatography tandem mass spectrometry; 

quantitative analysis

抗体偶联药物 (antibody-drug conjugate, ADC) 因

具有更强的靶向性和对细胞的杀伤力已成为肿瘤新药

研发的热点[1-3]。ADC是由重组单克隆抗体与细胞毒素

小分子化合物通过化学连接物共价偶联的复合物, 可

利用抗体介导的高亲和力传递, 选择性地靶向癌细胞

表面的抗原, 进而被肿瘤细胞吞噬进入溶酶体, 释放效

应小分子[4,5]。目前, 艾伯维公司研发的靶向细胞间质上

皮转换因子 (cellular-mesenchymal epithelial transition 

factor, c-Met) 的 ADC 药物 telisotuzumab vedotin 于

2022年 8月在国内启动临床Ⅲ期试验, 另外恒瑞医药

开发的靶向 c-Met的 SHR-A140已完成临床Ⅰ期试验, 

尽管如此, 针对 c-Met的ADC仍然比较空缺。

ADC药物相较传统化疗药物具有靶向特异性和

高效的肿瘤细胞杀伤力, 但是由于 ADC的组成形式, 

导致其分子结构复杂且不均一性, 用于ADC的药代动

力学 (pharmacokinetic, PK) 研究的生物分析方法的建

立和选择具有很大的挑战性[6,7]。因此, 需要建立一种

准确稳健的分析方法来监测体内各成分的动力学的变

化, 这对ADC药物研发的非临床及临床阶段 PK研究

至关重要。

RC108 是由荣昌生物制药 (烟台) 股份有限公司

自主研发的靶向 c-Met 单抗通过可裂解 valine-citrul‐

line (vc-Linker) 偶联 MMAE 的 ADC[8,9]。本实验建立

了食蟹猴血清中RC108的总抗体 (total antibody)、结合

抗体 (conjugated antibody) 和游离小分子单甲基澳瑞

他汀 E (free-MMAE) 的酶联免疫法 (ligand-binding 

assay, LBA) 和液相色谱与串联质谱联用法 (liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS) 

分析方法[10,11], 并依从现行法规进行了验证, 为ADC药

物临床前及临床研究提供技术支持。

材料与方法

药品与试剂　 RC108-ADC ( 批号 : RC108-X2-

YY201908001) 和抗 MMAE 抗体 (mouse anti-MMAE 

mAb, 批号: 20130924) 由荣昌生物制药 (烟台) 股份有

限公司提供; 食蟹猴血清基质来自军科正源 (北京) 药

物研究有限责任公司 ( 批号 : GDCySe21Oct2019-

25Oct2019DYDC/CySe21Oct2019- 27Dec2019JJL); 抗

RC-108 抗原结合片段抗体 (rabbit anti-RC108 Fab) 购

自北京Sino Biological; 辣根过氧化物酶标记的山羊抗

人 IgG 的抗体 (goat anti-human IgG (H+L)-HRP) 购自

美国 Bethyl Laboratories; MMAE 购自加拿大 Toronto 

Research Chemicals; 内标物 MMAE-D8 购买于美国

Medchem Express; 四甲基联苯胺 (tetramethylbenzidine, 

TMB) 显色液、乙腈、甲酸、甲醇购自美国Thermo Fisher 

Scientific。

仪器　酶标仪 Spectra Max 340PC384 购自美国

Molecular Devices 公司 ; LC-MS/MS 系统包括 API 

5000质谱仪 (美国Applied Biosystems/Sciex) 和超高效

液相色谱系统LC-20AD (岛津); 洗板机 405LSRS购自

BioTek公司。

LBA法分析 RC108的总抗体浓度和结合抗体浓

度　基于 Spectra Max 的 LBA 平台 , 分析 RC108 的总

抗体和结合抗体。分别配制 1 ng·mL-1的抗RC-108抗

原结合片段抗体和抗MMAE 抗体作为总抗体和结合

抗体的捕获试剂, 每孔 100 µL, 2～8 ℃过夜包被, 洗板

机加入 PBST (每孔 300 µL) 清洗三次, 随后加入每孔

250 µL 的 3% BSA, 室温封闭 2 h 后 , PBST 洗板三次 , 

用 1% BSA-PBST稀释 10倍后加入对应的标准曲线和

质控样品, 每孔 100 µL, 室温孵育 2 h, PBST洗板三次

后, 加入辣根过氧化物酶标记的山羊抗人 IgG的抗体

1∶10 000稀释入孔, 100 µL /孔, 室温孵育 1 h后洗板三

次, 随后以每孔 100 µL 的 TMB 作为辣根过氧化物酶

底物的显色剂 , 用每孔 50 µL 的 1 mol·L-1 H2SO4终止

后, 在检测波长 450 nm 和参考波长 650 nm 下检测吸

光度, 颜色的强度与总抗体/结合抗体的浓度呈正比。

UPLC-MS/MS 定量分析 RC108 游离 MMAE 浓

度　所有标准曲线、质控样本、空白样本等在食蟹猴

血浆中配制。在 96 深孔板中加入相应的基质样品

100 µL, 随后依次加入 30 µL 含内标的乙腈水 (1∶1)、

20 µL的 2 mol·L-1 Na2CO3水溶液、600 µL甲基叔丁基

醚, 1 000 r·min-1震荡 10 min, 在 4 ℃、2 000 ×g条件下
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离心 10 min, 吸取上清液 400 µL至新 96孔板中, 40 ℃

氮吹 , 之后每孔加入 150 µL 0.1% 甲酸的 30% 乙腈水

溶液复溶, 4 ℃、2 000 ×g条件下离心 5 min, 15 µL进样

进行LC-MS/MS分析。

质谱条件　定量分析使用岛津 LC-20AD 超高效

液相与 Sciex API5000质谱仪串联系统。质谱仪采用

正离子电喷雾离子化模式监测分析物, MMAE和内标

MMAE-D8 的母离子和子离子质荷比 (m/z) 分别为

718.700→686.6 和 726.592→694.5, 解簇电压 (DP) 为

140 V, 碰撞能量 (CE) 分别为40和43 V, 入口电压 (EP) 

为10 V, 碰撞室出口电压 (CXP) 为15 V。质谱其他参数

为IS: 5 500 V; TEM: 550 ℃; GS1: 55 psi (1 psi ≈ 6.9 kPa); 

GS2: 55 psi; CUR: 20 psi; CAD: 10 psi。

色谱条件　待测分析物使用岛津MG C18 (50 mm × 

2.1 mm, 3 µm) 色谱柱进行分离, 0.1% 甲酸水和 0.1%

甲酸乙腈溶液分别作为流动相A和B, 柱温保持45 ℃, 

进样量为15 µL, 在0.60 mL·min-1流速下进行梯度洗脱, 

洗 脱 程 序 为 : 0～0.01 min, 20% B; 0.01～0.8 min, 

20%～60% B; 0.8～1.5 min, 60%～95% B; 1.5～2.5 min, 

95% B; 2.5～2.51 min, 95%～20% B; 2.51～3.5 min, 

20% B。

数据处理　总抗体和结合抗体的OD值由Spectra 

Max 340PC384软件读取, 曲线拟合使用 4PL权重 1/y2

模型拟合数据, 分析物MMAE和内标MMAE-D8峰面

积由 Sciex质谱所带的Analyst 1.6.2采集处理, 使用线

性回归权重 1/x2拟合数据, 质控和验证样品浓度均由

随行的标准曲线计算。

结果

1　LBA测定总抗体和结合抗体的分析方法验证与结

果分析

1.1　方法的精密度与准确度 　通过LBA法建立RC108

在食蟹猴中的总抗体和结合抗体的分析方法, 结果如

图1所示, 总抗体的定量范围为31.25～2 000 ng·mL-1, 包

括 ULOQ (2 000 ng·mL-1)、HQC (1 600 ng·mL-1)、MQC 

(400 ng·mL-1)、LQC (80 ng·mL-1) 和LLOQ (31.25 ng·mL-1); 

结合抗体的定量范围为 39.3～5 000 ng·mL-1, 质控样

本为 ULOQ (2 500 ng·mL-1)、HQC (2 000 ng·mL-1)、

MQC (400 ng·mL-1)、LQC (100 ng·mL-1) 和 LLOQ 

(39.3 ng·mL-1), 质控样品各浓度点平行 6个样品, 在不

同天内进行 6批次的验证分析, 所有质控样品的批内、

批间精密度 CV%为 1.6%～13.2% 之间 , 准确度 RE%

在−16.3%～9.0% 内 , 总误差在 6.5%～24.7% 内 , 其分

析方法满足精密度与准确度的法规要求。

1.2　选择性 　选择性的验证结果如图 2A、B 所示 , 

10 个不同来源正常个体基质的 LLOQ 和 ULOQ 浓度

的血清样本, 未加分析物的空白基质随行质控样本分

析, 表明总抗体和结合抗体的空白基质检测结果均为

低于定量下限; ULOQ水平的 80%样品回算浓度的准

确度均在−16.0%～12.0% 内, 结合抗体的 LLOQ 水平

70%样品回算浓度的准确度在−24.7%～4.1%内, 虽未

满足接受标准, 但结合方法学开发过程, 推断是由于方

法的变异造成的, 与个体差异无关。综上所述, 个体存

在非相关物质下, 测定待测物是可靠的。

1.3　稀释线性和钩状效应 　在 PK 实际样本检测时 , 

有个别药物浓度点会高于标准曲线的定量上限, 需要

稀释后落入标准曲线内才可定量, 因此考察稀释线性

和钩状效应是必要的。稀释线性是分别 1∶10 000、1∶

1 000、1∶100 和 1∶10 稀释配制成 1 000 000、100 000、

10 000 和 800 ng·mL-1, 其回算浓度的准确度 RE%在 
 −17.5%～−0.1%之间。结果表明, 浓度均在1 000 000 ng·mL-1

呈现钩状效应, 其他浓度点无钩状效应。

1.4　稳定性 　稳定性考察是在食蟹猴空白血清中加

入RC108, 总抗体和结合抗体分别配制其对应的HQC

和LQC浓度的质控样品。短期稳定性: 室温放置一定

时间后, RE%在−15.9%～−6.6%之间, CV%均 ≤ 3.3%; 

冻融稳定性: 在−75 ℃ ± 15 ℃冻融 12 h 和室温解冻, 

共冻融 5 个循环 , RE%在 − 6.7%～9.7% 内 , CV% ≤ 

6.0%; 长期稳定性: 分别在−75 ℃ ± 15 ℃下冻存1个月

和 2个月, RE%在−14.5%～3.8%范围内, CV% ≤ 4.0%; 

综上所有条件的稳定性均满足接受标准。

2　UPLC-MS/MS法分析Free-MMAE的开发与验证

2.1　专属性 　在优化质谱液相参数后, 空白基质和定

量下限的图谱见图 3所示, 研究表明MMAE保留时间

为 1.28 min, 空白基质中在目标分析物的出峰位置无

干扰。

2.2　标准曲线 　精密称取MMAE对照品 2.523 mg溶

于 DMSO, 配制成 1.0 mg·mL-1的母液 , 用稀释液 50%

乙腈分别配制为200、160、100、40、10、4、0.8、0.4 ng·mL-1

的工作液, 随后在血清基质中加入上述工作液, 得到

10、8、5、2、0.5、0.2、0.04、0.02 ng·mL-1的标准曲线样品, 

按照LC-MS/MS定量分析MMAE进行样品处理, 在不

同天内完成 5 个批次的测定 , 结果表明标准曲线为

0.02～10 ng·mL-1, R2 ≥ 0.99, 显示了良好的线性, 批间和

批内准确度RE%在−12.8%～8.5%之间, 精密度 ≤ 5.4%。

2.3　准确度与精密度 　质控样本同标准曲线样本处

理一致 , 包括 HQC (7.5 ng·mL-1)、MQC (4 ng·mL-1)

LQC (0.06 ng·mL-1) 和LLOQ (0.02 ng·mL-1), 每个浓度

6个重复, 随行标准曲线考察, 结果证明了批内准确度

RE%在−13.7%～12.2% 之间, 精密度 CV% ≤ 6.3%; 批
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间准确度 RE%在 − 5.5%～6.5% 内 , 精密度 CV%在

4.3%～8.1%内, 满足接受标准。

2.4　选择性 　选择性考察了 6个不同来源正常个体基

质和1个来源的食蟹猴个体溶血基质, 分别配制LLOQ

血清样本和空白基质样本, 结果表明, 在分析物保留时

间处的干扰最大为 2.9%, 内标保留时间处无干扰, 其

分析物和内标的干扰均满足要求。

2.5　稳定性 　稳定性考察是在 LQC 和 HQC 下进行

的, 自动进样器稳定性: 在自动进样器 4 ℃放置 151 h, 

其准确度 RE%为−14.8%～−4.8% 内 , CV%在 3.8%～

6.3%之间; 冻融稳定性: 在−75 ℃ ± 15 ℃冻融 12 h和

室温解冻, 共冻融 5 个循环, 准确度 RE%为−11.5%～ 
 −1.3% 内 , CV%均 ≤ 6.2%; 长期稳定性 : 在−75 ℃ ± 

15 ℃放置 29 天 , 其准确度 RE%为−12.8%～4.5% 内 , 

Figure 2　The selectivity of total antibody (A) and conjugated antibody (B)

Figure 1　Validation results of the standard curve and precision and accuracy. A, B: Total antibody; C, D: Conjugated antibody. ULOQ: 

Upper limit of quantitation; HQC: High quality control; MQC: Medium quality control; LQC: Low quality control; LLOQ: Lower limit of 

quantitation
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CV%在 2.2%～6.6% 之间。在所有条件下 , 稳定性均

符合生物分析的方法学要求。

讨论

随着药物研究发展得越来越快, 大分子药物优点

已逐渐显现出来, 其中ADC药物因其高效低毒已被广

大药物研发人员关注[12]。但是 ADC药物本身因其结

构的复杂性, 结合了小分子药物和大分子生物治疗药

物的分子特征, 这一事实为PK生物分析带来了根本挑

战[6,7]。通常, 对于单克隆抗体或小分子药物明确定义, 

分析治疗药物在血浆或血清中的随时间浓度变化, 用

于体内研究, 哪怕生物治疗药物可能存在些微异质性, 

或小分子药物存在代谢产物, 但生物分析通常只分析

主要母体分子种类随时间浓度的变化, 利用时间−浓
度曲线来计算药物的PK参数, 探索药物的安全性与疗

效的潜在关系[13,14]。

相比之下, ADC药物在体内是一种复杂且动态变

化的混合物, 包括生物转化、体内药物抗体比值 (drug-

to-antibody ratio, DRA) 动态变化或这些过程的组合引

起的, 难以确定究竟是哪一种待测物决定或影响ADC

的生物学功能, 因此, ADC的PK生物分析一般会在多

维度去分析。基于此, 理论上根据ADC药物体内的混

合物成分潜在的分析物包含: ① 总抗体, 是指ADC药

物中所有的抗体包括结合抗体和游离抗体。它的测定

对于了解ADC是否具有抗体的一般 PK特性, 在体内

的清除可能表明抗体与体内抗原的结合是否是稳定

的, 作为靶向递送剂是否是合适的。② 结合型 ADC, 

结合抗体指与小分子结合的抗体, 不包含游离抗体的

部分; 结合药物指在小分子角度, 结合在抗体上所有小

分子的结合型ADC, 不包含游离小分子。通过测定结

合型ADC可以了解抗体载药量的信息, 与总抗体的数

据进行比较, 可以大致评估 ADC体内平均 DAR值的

变化, 这有利于了解ADC的整体命运, 为ADC体内生

物转化提供理论依据。③ 游离药物, 是指抗体上解离

下来的小分子药物。游离小分子药物的浓度被认定为

与毒性相关, 若游离小分子药物广泛地分布在血浆中, 

可能发生脱靶作用, 产生毒性[15,16]。

由于ADC的异质性和复杂性, 多种物质可能会有

助于ADC的功效或导致其毒性, 在临床前阶段, 尽可

能测定多种分析物来了解ADC各个组成部分的PK特

性。目前在本行业中推荐用上述待测物总抗体、结合

抗体和游离有效载荷作为 ADC的 PK 的主要分析物, 

因此建立准确、可靠的生物分析方法至关重要[17,18]。

对于ADC药物的检测, LBA方法跟LC-MS/MS法

已有较为成熟的研究与应用[19-22]。比如在Peng等[23]的

研究中, 他们通过LBA的方法能够精准检测大鼠血浆

中抗体偶联药物浓度, 有很高的精确度, 但依然要依赖

于捕获试剂、孵育时间等条件。在Huang等[24]的研究

中, 使用定量完整的高分辨质谱和替代分析物来表征

抗体−药物偶联物的药代动力学和体内生物转化, 他

们建立的方法有着高通量的优势, 可以较为快速、大批

量地检测药物浓度, 但是在灵敏度上仍有不足。因此, 

若将 LBA 和 LC-MS/MS 两者结合起来 , 既满足灵敏

度 , 又不依赖于捕获试剂、孵育时间等 , 并且 LC-MS/

MS可同时检测多个分析物 (总抗体和小分子), 这将大

大提高对ADC的定量分析, 但是其前处理较繁琐, 这

也是现阶段的挑战之一, 随着仪器性能的提高, 后期

LBA&LC-MS/MS 将更广泛地应用到 ADC 药物监

测中。
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